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RESUMO

Muitas plantas tropicais tém atividades bioldgicas promissoras, com potenciais aplicacdes
terapéuticas. A familia Chrysobalanaceae é bastante conhecida pela vasta utilizacdo de suas
espécies na medicina popular, com énfase em suas atividades antioxidante, anti-inflamatéria e
antimicrobiana j& descritas. Com a finalidade de explorar e expandir o potencial biotecnolégico
de espécies tropicais, este trabalho tem por objetivo o estudo fitoquimico e a identificacdo da
presenca de lectina no fruto e na semente da espécie Licania tomentosa (Benth. ) Fritsch
(Chrysobalanaceae), conhecida popularmente como oitizeiro. Para este estudo foram utilizados
o fruto (casca e polpa) e a semente, dos quais foram obtidos 0s extratos brutos em tampao Tris
HCI50mM pH 8.0, a partir do qual se obteve a fracéo proteica, oriunda do fracionamento salino
com sulfato de amoénio. Com o extrato aquoso e a fracdo proteica, foram realizadas a analise
fitoguimica, a dosagem de proteinas e atividade hemaglutinante. Com base nisso, foi possivel
observar que o extrato bruto da semente teve maior atividade hemaglutinante (HA 1024) frente
aos demais extratos, e que somente sofreu alteracdo em temperatura acima de 80°C. O extrato
da semente também apresentou a maior concentracdo de proteinas das amostras estudadas e a
maior diversidade de metabolitos secundarios (taninos pirogalicos, leucoantocianidinas,
triterpendides, saponinas e flavondides). Todos os tecidos avaliados mostraram a presenca de
atividade hemaglutinante e contetdo proteico, destacando-se a semente do oiti. Conclui-se que
0 extrato aquoso de L. tomentosa apresenta atividade hemaglutinante e resistenténcia ao
aquecimento, que atorna um interessante objeto de estudo para pesquisas relacionadas a lectinas
e gque o fruto e a semente do oiti possuem uma grande variedade de compostos secundarios com

diversos potenciais biotecnologicos.

Palavras-chaves: Extrato aquoso. Lectina. Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

Many tropical plants have promising biological activities, with potential therapeutic
applications. The Chrysobalanaceae family is well known for the wide use of its species in
traditional medicine, with an emphasis on its antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial
activities already described. In order to explore and expand the biotechnological potential of
tropical species, this work aims at the phytochemical study and the identification of the
presence of lectin in the fruit and seed of the species Licania tomentosa (Benth.) Fritsch
(Chrysobalanaceae), popularly known as oitizeiros. For this study, the fruit (peel and pulp) and
the seed were used, from which the crude extracts were obtained in buffer Tris HCI 50mM pH
8.0, from which the protein fraction was obtained, derived from the sulfate saline fractionation
with ammonium sulfate. Phytochemical analysis, protein dosing and hemagglutinating activity
were performed in the aqueous extract and the protein fraction, based on this, it was possible
to observe that the crude extract of the seed had greater hemagglutinating activity (HA 1024)
compared to the other extracts and it did not suffer alteration even under different temperature
conditions. The seed extract also showed the highest concentration of proteins in the studied
samples and also showed a greater diversity of secondary metabolites. All evaluated tissues
showed the presence of hemagglutinating activity and protein content, especially the oiti seed.
It is concluded that the aqueous extract of L. tomentosa has hemagglutinating activity and
resistance to heating, which makes it an interesting object of study for research related to lectins
and that the fruit and seed of oiti have a wide variety of secondary compounds with different

biotechnological potentials.

Key words: Agueous extract. Lectin. Secondary metabolites.
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1.0 INTRODUCAO

O Brasil é classificado geograficamente como um pais continental, uma vez que
apresenta uma grande extensdo de terras. Além disso, apresenta uma biodiversidade muito
caracteristica, propiciando a ocupacdo de um lugar de destaque em muitos segmentos
econémicos (SILVA, 2020).

Em alguns paises, a disponibilidade de terra ndo pode ser explorada com tanto
desenvolvimento biotecnoldgico, principalmente aqueles cuja expansdo territorial apresenta
perimetros anecumenos; seja pelo terreno arido, salinidade do solo, ou cobertura por gelo.
Entretanto, o posicionamento geogréafico do Brasil, bem como o clima tropical, faz com que o
a diversidade e produtividade de espécies vegetais sejam de grande abundancia.

A flora brasileira é também marcada pela sua contribuicdo na medicina popular, devido
a sua rica biodiversidade que inclui inimeras plantas com potencial farmacolégico, cuja préatica
vem sendo passada de geracdo em geracdo (MENEGUELLI et al., 2017). Em algumas regides,
0 seu uso sofre o reflexo da falta de assisténcia médica hospitalar por parte do estado. Destarte,
em outras localidades, a sua aplicacdo apresenta uma conotacao cultural.

A producdo de principios ativos de vegetais e animais esta relacionada ao seu
mecanismo de defesa contra agentes externos. Essas substancias sao normalmente classificadas
em metabolitos primarios e secundarios a depender do seu mecanismo de acdo (Paiva et al.,
2010).

Através do avanco cientifico, ficou claro que a presenca de determinados principios
ativos esta diretamente associada a familia das espécies vegetais, e no aspecto molecular, devido
a composicdo quimica de alguns metabdlitos. Charverri et al. (2016) afirmaram em seus
estudos que o extrato do fruto Harconia Speciosa Gomes, popularmente conhecida como
mangabeira, sugeriu a presenca de moléculas bioativas como responsaveis pela atividade anti-
inflamatoria do fruto.

Tomando como embasamento a biodiversidade da flora em nosso pais, nossas florestas
tém se portado com grande potencial na exploracdo e producdo de extratos para fins de
tratamentos terapéuticos, no controle e / ou prevencdo de doencas cronicas. 1sso, por sua vez,
pode estar associado a presenca de polifendis presentes em frutas e vegetais, que contribuem no
referido efeito antioxidante do vegetal.

A familia Chrysobalanaceae é bastante conhecida pela vasta utilizacdo de suas espécies
na medicina popular. Atualmente, a familia abrange cerca de 17 géneros e 525 espécies,

espalhadas pelas regides tropical e subtropical. Suas espécies tém boas avaliacfes em relacéo
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as suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas, além de apresentarem efeitos significativos
sobre suas ac¢Oes antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana (FEITOSA et al., 2012).

Sob o aspecto mais detalhado, tem-se que entre as espécies que compdem esta familia,
destaca-se por meio deste trabalho a espécie Licania tomentosa, pertencente a ordem Rosales.
Sua nomenclatura popular é Oiti, Oitizeiro ou Oiti da praia, podendo atingir até 24 metros de
altura. Tal espécie se desenvolve com facilidade em clima ameno e quente como os da regido
Norte e Nordeste, sendo bastante utilizados na arborizacdo urbana, por ter uma copa bem
formada e cheia.

Em face aos relatos supracitados, e com a finalidade de explorar o potencial
biotecnologico dessa espécie amplamente difundida no territorio brasileiro, objetivamos por
meio deste trabalho investigar a composicao fitoquimica da espécie Licania tomentosa (Benth.)
Fritsch, assim como efetuar um estudo qualitativo da presenca de lectinas no fruto e sementes

deste vegetal.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uso de Frutos na Medicina Popular

Muitas plantas tropicais tém atividades bioldgicas interessantes com potenciais
aplicacOes terapéuticas (CHAVERRI, et al., 2019). A utilizacdo de folhas, cascas e raizes de
plantas no tratamento de enfermidades na medicina popular, em alguns casos por falta de acesso
ao sistema unico de saude (SUS) outras por ser um costume passado de geracdo em geracdo. E
essas informacgfes tem sido bastante visadas pela ciéncia, com o intuito de elucidar as
substancias responsaveis pelo tratamento e sua ac¢ao, além do que a flora brasileira é muito vasta
e ainda temos muito o que descobrir, ndo sé das folhas da planta, mas também de seus frutos e
sementes.

CHAVERRI, et al., (2019) citou as seguintes propriedades medicinais de xantonas
isoladas de fontes diferentes de Garcinia mangostana Linn: atividades antioxidante,
antitumoral, antialérgica, antiinflamatoria, antibacteriana e antiviral. a casca dessa arvore
conhecida popularmente como a rainha das frutas, € utilizada como um medicamento
tradicional para o tratamento de dor abdominal, diarreia, disenteria, ferida infectada, supuracéo
e Ulcera cronica pelos povos de alguns paises do sudeste asiatico.

TORRES REGO, et al., (2016) ao analisar o extrato do fruto Harconia Speciosa Gomes
, popularmente conhecida como mangabeira em modelos animais que sugeriu a presenca de
moléculas bioativas como responsaveis pela atividade anti-inflamatoria do fruto. Concluindo
que é interessante a utilizacdo terapéutica desse extrato, de onde sera possivel a fabricacdo de
um farmaco.

Levando em consideracdo a diversidade da flora brasileira, nossas florestas tém grande
potencial na exploracao e producdo de extratos para fins de tratamentos terapéuticos no controle
e / ou prevencdo de doencas cronicas. 1sso se da devido aos polifendis presentes em frutas e
vegetais, que contribuem no efeito antioxidante de muitos frutos. Frente a isso foi feito um
estudo com Psidium cattleianum Sabine, mais conhecida como goiaba brasileira, utilizada na
medicina popular no tratamento de diarreia e cOlicas intestinais; Butia eriospatha, mais
conhecida como butid; e Eugeni a unifloral, onde se utilizam da infusdo de suas folhas no
tratamento de febre, reumatismo , doenca s estomacais e digestiva s, hipertenséo, febre amarela
e got a; seu fruto é chamado de pitanga que apresenta atividade antioxidante por inibir a
peroxidacao lipidica e remover radicais livres. Varios derivados de compostos fenolicos foram

encontrados em frutas, como do &cido galico,da quercetina, quercitrina, isoquercitrina e da


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/psidium
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/psidium
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/eugenia
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/eugenia
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/eugenia
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/rheumatic-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/rheumatic-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/rheumatic-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/stomach-disorders
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/stomach-disorders
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/stomach-disorders
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/stomach-disorders
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/stomach-disorders
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/digestive-system-function-disorder
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/digestive-system-function-disorder
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/gout
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/gout
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/gout
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cianidina, que estdo envolvidos na capacidade antioxidante desses frutos (DENARDIN, et al.
,2015).

Em estudos realizados com as frutas da Punica granatum L, popularmente conhecida
como romd, foi isolada e caracterizada a lectina da suculenta sarcotesta de P. granatum, além
de avaliar sua acdo antibacteriana frente a Micrococcus luteus, Serratia marcescens e
Streptococcus mutans, onde apresentou acdo satisfatoria e inibiu o crescimento e
desenvolvimento de Aeromonas sp., Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella sp.,
Salmonella enterica serovar. Enteritidis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus saprophyticus e reduziu a adesdo e invasdo de Aeromonas sp., S. aureus, S.
marcescens e S. enterica,expondo assim o grande potencial biotecnologico da lectina PgTeL
presente na espécie e sua acao bioldgica frente a bactérias (SILVA, et al., 2016). Utilizando a
lectina PgTeL, DA SILVA, et al., (2019) concluiu que a lectina causou alteragdes nas estruturas
das bactérias, apresentou atividade antibacteriana contra cinco isolados de Escherichia coli
capazes de produzir B-lactamases, além de exibir atividade antibiofilme

SHIVAMADHU, et al. (2017) avaliou a lectina identificada a partir da seiva do fruto de
Praecitrullus fistulosus, denominado PfLP , onde constataram a potente atividade aglutinante
contra eritrocitos de coelho e seus efeitos anticancer onde aumentou o tempo de sobrevivéncia
de camundongos com Carcinoma de ascite de Ehrlich e eliminar a angiogénese do tumor por
meio da modulacdo da secrecdo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
metaloproteinase de matriz (MMP) no fluido ascitico. Alem de nao exibir toxicidade para

camundongos normais.

2.2 A familia Chrysobalanaceae

A familia Chrysobalanaceae ¢ uma familia bastante conhecida pela vasta utilizacao de
suas espécies na medicina popular. Atualmente, a familia abrange cerca de 17 géneros e 525
espécies, espalhadas pelas regides tropical e subtropical. Suas espécies tém boas avaliacdes em
relacdo as suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas, além de apresentarem efeitos
significativos sobre suas acdes antioxidante, anti-inflamatdria e antimicrobiana (FEITOSA et
al., 2012).

A familia Chrysobalanaceae foi descrita pela primeira vez pelo botanico Robert Brown
em seu livro intitulado “Um seculo de ciéncia na América “, nas proximidades do Congo, no
ano de 1816 (SALISBURY, 1818). As espécies de Chrysobalanaceae possuem folhas inteiras,

duras, alternadas e com estipulas. Pequenas flores geralmente branco-esverdeado, ciclico,
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zigomorfico, diclamidas, com um receptéaculo desenvolvido, sem sépalas e pétalas, pentdmeros
gerais e 0 androcio consiste em dois estames, ovario supero medial, bi para tricarpelar,
unilocular, geralmente com apenas um dvulo e frutos geralmente drupaceos. No cerrado
brasileiro e nas florestas amazonicas, podem ser encontradas arvores das espécies do género
Licania (JOLY, 1998).

Figura 1- Caracteristicas das Folhas Alternas (A), das Flores (B) e do Fruto Drupaceo © da
Familia Chrysobalanaceae

Extraido de Ferri. 1981. (A e B) Extraido de Gongalves, 2002.

Fonte: BEZERRA, 2011.

No nordeste do Brasil, as espécies de Licania tém suas folhas usadas para tratar diabetes
(AGRA et al. 2007), dores de estomago (ALBUQUERQUIE, et al. 2007), diarréia e disenteria
(CARTAXO, et al. 2010). A casca do caule de Parinari excelsa, amplamente difundida no
Senegal (NDIAYE, et al. 2008), também ¢ usada no tratamento da diabetes; e também folhas
de Hirtella racemosa, comumente conhecidas no norte do Brasil como "ajiru-do-mato"
(COELHO-FERREIRA, 2009).

As espécies de Chrysobalanaceae tém indicacGes na medicina tradicional e tratamentos
para varias doencas como malaria, epilepsia, diarréia, doencas venéreas e diabetes. Porém,
existem poucos estudos, tanto fitoquimicos quanto farmacoldgicos, e, na maioria deles, sdo
investigados majoritariamente flavondides e terpendides (MIRANDA, et al. 2002). Estudos
fitoquimicos iniciais com esta familia ocorreram na década de 60 e descreveram a presenca de
agliconas flavonoides em espécies de Chrysobalanus icaco e Licania rigida, onde foi
identificada a miricetina (CHAFFAUD & EMBERGER, 1960).

O género Licania é atualmente o mais estudado. O extrato de L. tomentosa tem a
capacidade de inibir o virus do herpes simplex tipo | resistente ao aciclovir (ACVr-HSV1) e
interferir no processo inicial de infec¢cdo em concentragdes ndo citotoxicas (MIRANDA, et al.

2002). Awvaliagdes fitoquimicas com o género Licania mostraram semelhancas com outras
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Chrysobalanaceae, resultando no isolamento e caracterizagdo majoritarios de duas classes de

compostos: flavondides e triterpenos (CASTILHO, et al. 2005).

2.2.1 O Género Licania

O Género Licania é composto por 250 espécies. Dentre as espécies estudadas, foram
isolados e identificados cerca de 87 metabdlitos secundéarios, dentre eles estdo as classes de:

terpenos, esteroides, flavonoides e saponinas (BEZERRA, 2011).

Com a evidéncia da presenca de terpenos e flavonoides no género, os mesmos tém sido
utilizados como marcadores quimiotaxondémicos da familia Chrysobalanaceae. Sendo os
flavondides descritos como responsaveis pelas acdes farmacoldgicas tais como: antioxidante,
antitumoral, antitumoral, anti-inflamatdria, antiviral, anti-ulcera, estrogénica e tripanocida. E

0s terpenos sdo responsaveis pela acdo antitumoral, citotoxica, dentre outras (MORAIS, 2015).

Além desses metabdlicos, algumas espécies como Licania microphylla apresentaram
acdo farmacologica cicatrizante e anti-inflamatéria, e a Licania rigida expds atividade
antioxidante (BEZERRA, 2011)

Um levantamento bibliogréafico feito por BEZERRA (2011) sobre um estudo quimico e
biologico de espécies do género Licania retrata uma relacdo de 87 metabolitos secundarios e
suas respectivas classes, isolados do género (tabela 1), sendo possivel notar a riqueza de

compostos e suas respectivas classes que ja foram isolados e identificados.

Outra fruta da familia Chrysobalanaceae ¢ o Guajuru (Chrysobalanus icaco L.), que
também é rico em polifendis exibiu atividade antioxidante e também apresenta efeitos
antidiabéticos em ratos, além de atividades antiproliferativa e antiinflamatoria, demonstrando o
potencial das frutas desta familia como fonte de compostos bioativos, que abrangem o fruto Oiti
(TEIXEIRA, et al. 2019)
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Tabela 01: Metabdlicos Secundarios do Género Licania

Classes

Metabdlitos secundarios

Terpenos

Ac. 3- O-trans-p-cumaroil alfitdlico; Licanolideo; Ac. 3s- O-
trans-p-cumaroil maslinico; Lupenol; Ac. 3p- O-cis-p-cumaroil
maslinico; Ac. Betulinico; Ac. 34- O-cis-p-cumaroil alfitdlico; Ac.
Ursolico; Ac. 3- O-trans-p-cumaroil 2a-hidroxi-ursa-12-em-28-6ico;
Ac. Oleandlico; Ac. 3- O-cis-p-cumaroil
2a-hidroxi-ursa-12-em-28-6ico; Ac. Torméntico; Ac.

3a-24-Dihidroxi-olean-12-em-28-0ico; Ac. Maslinico;  Ac.

3B,6B,24-dihidroxi-olean-12-em-28-6ico; ~ Ac.  Alfitdlico; Ac.
3o-hidroxi-ursa-12-en28-6ico; ~ Ac.  2a-hidroxi ursélico; Ac.
3a-24-dihidroxi-ursa-12-em-28-0ico; Arjunetina; Ac.
3a,19a,24-trihidroxiursa-12-en-28-dico; Olean-12-em-2a.,3p-diol;
Ac.  3B,6B,19a-trihidroxiursa-12-en-28-6ico; Cucurbitacina; Ac.
110-hidroxi-betulinico; Intrapetacina A; Ac. 6B-hidroxi-betulinico;

Intrapetacina B; Ac, 3-(3’, 4’-di-hidroxibenzoil),

20,3p-di-hidroxilup-12-en-28-6ico; Ac. Olean6lico-3-arabnosideo

Saponinas

Ac.
3-0-[6’-0-4-hidroxibenzoil]-p-D-galactopiranosil-ursa-12-em-28-0ic
0; Ac. 3B-O-B-D-glucopiranosil-24-hidroxiursa-12-em-28-6ico; Ac.
3B-O-B-D-glucopiranosil-19a,24-hidroxiursa-12-em-28-0ico

Esteroides

B-sitosterol; Estigmasterol; B-sitosterol glicolisado

€s

Flavonoid

Miricetina-3-(2”-xilosil) raminosideo; Canferol-3-raminosideo;

Ac. 4’-metoxi-5,7-dihidroxi-flavona-6-sulfona; Catequina;

3-(27-xilosil) raminosideo canferol, Epicatequina;

Miricetina-3',4’-dimetoxi-3-O- B-glicopiranosideo; Hiperina;
Miricetina-3',5’-dimetoxi-3-glicosideo A; Hipoleatina;

Miricetina-3',5’-dimetoxi-3-raminosideo; Canferol;

Miricetina-3'-metoxi-3-galactosideo; Canferol-3-arabinosideo;
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Miricetina-3'-metoxi-3-glicosideo; Canfenol-3-rutinosideo;
Miricetina-3'-metoxi-3-rutinosideo; 8-hidroxi-naringenina;
Miricetina-3-galactosideo; 8-hidroxi-4'-metoxi-narigenina;
Miricetina-3-glicosideo; Quercetina;
Miricetina-3-O-  a-L-(2”-O -a-L-raminopiranosil)  raminosideo;
Miricetina; Miricetina-3-raminosideo; Miricetina-4'-O -raminosideo;
Miricetina-3-rutinosideo; Miricetina-3,4’-O -arabinosideo;
Miricetina-3-O- a-L-raminopiranosil) raminosideo;
Miricetina-3,4’diraminosideo; Mlricetina-4'-metoxi-3-galactosideo;
Quercetina-3-0O- rutinosideo;

Miricetina-7-metoxi-3,4’-diraminosideo; Miricetina-3-galactosideo;

Miricetina-4'-metoxi-3-glicosideo; Quercetina-3-O- rutinoside;
Miricetina-4'-metoxi-3-raminosideo; Quercetina-3-arabinosideo;
Quercetina-3-(2”-xilosil) raminosideo; Quercetina-3-raminosideo;

Taxifolin-3-O-a-raminosideo

Cronomas 5,7-dihidroxi-2-dotricontanil cromana;
5,7-dihidroxi-2-untricontanil ~ cromana;  5,7-dihidroxi-2-tricontanil
cromana; 5,5-dihidroxi-2-noneicosanil cromana;
5,7-dihidroxi-6-cloro-2-dotricontanil cromana;
5,7-dihidroxi-6-cloro-2-untricontanil cromana;
5,7-dihidroxi-6-cloro-2-noneicosanil cromana;

5,7-dihidroxi-6,8-dicloro-2-untricontanil cromana

Fonte: adaptado de BEZERRA (2011)

2.2.2 Licania tomentosa (Benth) Fritsch

Licania tomentosa € espécie da familia Chrysobalanaceae, da ordem Rosales, e é
conhecida como oiti, oitizeiro ou oiti da praia, podendo atingir cerca de 24 metros de altura.
Esta arvore se desenvolve com facilidade em clima ameno e quente como 0s das regides Norte
e Nordeste. Muito utilizada na arborizagcdo urbana por ter uma copa bem formada e cheia,
gerando sombra (Figura 2). Suas flores, de onde brotam seus frutos, sdo pequenas (NETO, et
al. 2013).
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Seu tronco apresenta casca aspera de cor acinzentada ou marrom claro, podendo atingir
o didmetro de 50cm. A altura de 3 a 4 metros o seu tronco se bifurca, formando galhos vigorosos
e ascendentes.

onte: tps://appvede.wopress.om/2015/9/1/oiti—Iicanriatomentosa/ aée,sso em:
03/02/2020.

O seu fruto, conhecido como oiti, € uma drupa elipsoide ou fusiforme, com casca
amarelo esverdeado ou totalmente amarela quando madura, possui odor forte e caracteristico
(Figura 3). Sua semente volumosa € recoberta por sua polpa que tem sabor doce e adstringente;
O fruto ¢ bastante doce, com alto teor de umidade, com baixo teor de gordura, alto teor de fibras,

pectinas e ferro (SOUZA, et al. 2010).



19

Figura 3-Frutos de Oiti Quando Maduros. No Detalhe (esquerda em baixo), o Fruto Cortado ao Meio
Mostrando uma Fina Camada de Endocarpo que Envolve a Semente, a Polpa Amarela e Fibrosa

Fonte:http://www.aplantadavez.com.br/2015/01/oiti-licania-tomentosa-benth-fritsch.html, acesso em
03/02/2020.

Na medicina popular a Licania tomentosa € muito utilizada como anti-inflamatorio, no
tratamento de diabetes e distUrbios do trato intestinal, fortalecendo o valor medicinal desta
espécie e a busca por moléculas responsaveis por tais atividades e possiveis meios de utilizacéo
(FEITOSA, XAVIER e RANDAU, 2012).

Segundo o artigo “Constituintes quimicos de Licania tomentosa” , de CASTILHO e
KAPLAN (2008), o metabolismo desta espécie € representado em destaque por flavonoides,
cronomas e triterpendides. O trabalho elucida através do fracionamento do extrato metandlico
e fracBes do fruto o isolamento e a purificacdo de acido betulinico, triterpeno licanolideo, dentre
outros. O estudo ndo cita, no entanto, 0s componentes encontrados na semente do fruto, pois a
metodologia relata que os frutos foram separados de suas sementes, fragmentados e macerados

a frio, com n-hexano e metanol.

2.3 Metabdlitos Primarios e Secundarios de Plantas

A producdo de principios ativos de vegetais e animais de interesse biotecnologico esta

relacionada ao seu mecanismo de defesa contra agentes externos. Essas substancias sao
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normalmente classificadas em metabdlitos priméarios e secundéarios a depender da sua vida de
sintese e de seu mecanismo de acao (PAIVA et al., 2010).

Para compreender a funcdo dos metabdlitos, é necessario definir metabolismo que € o
conjunto de reagBes que ocorrem nas células. Os compostos quimicos que sdo formados,
degradados e ou transformados, sdo denominados metabdlitos que podem ser divididos em
primarios e secundarios (TAIZ & ZEIGER, 2017).

O metabolismo primério desempenha as fun¢des essenciais a planta, como a respiracao,
a fotossintese e o transporte de substancias. J& o secundario é desenvolvido a partir dos produtos
do metabolismo primario, e sdo considerados ndo essenciais para 0s processos metabdlicos da
planta (SANTIN, 2017).

A maior incidéncia dos metabolitos secundarios ocorre em plantas, fungos e outros
microrganismos. A grande gama dessas substancias tem sua sintese realizada a partir de quatro
vias metabolicas principais: via do acetato-malonato (acido malbnico), via do acetato-
mevaloato (acido mevaldnico), via do metileritritol fosfato (MEP) e a via do acido chiquimico,
todas advindas do metabolismo primario (DEWICK, 2009).

Podemos dividir os metabdlitos secundarios em trés grupos: compostos fendlicos,
terpenos e alcaloides. (TAIZ & ZEIGER, 2017)

Os compostos fendlicos sdo derivados dos acidos chiquimico e mevalénico, como
exemplo temos os flavondides, taninos e ligninas. S&o caracterizados por possuirem pelo menos
um anel aromatico, no qual pelo menos um hidrogénio é substituido por uma hidroxila. A sua
diversidade estrutural se deve a grande variedade de combinacdes que acontece na natureza e
0s compostos resultantes sdo chamados de polifenois. (TAIZ & ZEIGER, 2017; PERES, 2004;
BABY, 2015)

Os terpenos sdo produzidos a partir do acido mevalénico (no citoplasma) ou do MEP
(no cloroplasto), como exemplo temos 6leos essenciais, saponinas, carotendides e a maioria dos
fitorreguladores. Sdo normalmente encontrados em diversas partes da planta. Na natureza
podem-se encontrar flavonoides em diversas formas estruturais, quimicamente a maioria dos
flavonoides sdo moléculas com quinze &tomos de carbono arranjados em trés anéis, sendo dois
anéis fenolicos substituidos e um heterociclico oxigenado central, acoplado a um dos anéis
fendlicos (TAIZ & ZEIGER, 2017; PERES, 2004; BABY, 2015).

Os terpenos possuem varias propriedades farmacolégicas comprovadas em humanos,
como capacidade antioxidativa, acdo antialérgica, atividade anti-inflamatdria, antitumoral, anti

hepatotoxica, antiulcerogénica, antiviral, antimicrobiana e antiplaquetaria. Porém sua
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capacidade antioxidante é a mais difundida, pois sdo compostos doadores de elétrons, e dispdem
de estruturas conjugadas ricas em hidroxilas, portando assim um grande potencial de acdo sobre
agentes oxidantes. E ja foi comprovada sua eficdcia no combate do envelhecimento precoce,
onde inibe a acdo da enzima xantina oxidase, que oxida os tecidos (AGRAWAL, 2011,
BHATTACHARJEE, 2013; FLAMBO, 2013; XIE, 2015; DORES, 2007; MACHADO et al.,
2008).

Os alcaloides sdo provenientes dos aminoacidos aromaticos (triptofano e tirosina), os
quais sdo derivados do &cido chiquimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina e lisina), como
exemplo temos nicotina, cafeina e vincristina (TAIZ & ZEIGER, 2017; PERES, 2004; BABY,
2015).

2.4 Lectinas

Lectinas séo proteinas que ligam carboidratos ou glicoconjugados, de forma especifica
e reversivel, tem a capacidade de reconhecer se associar por interacdes de Van der Waals ou
pontes de hidrogénio com alta afinidade a esses compostos, em uma determinada regido da
molécula, que € designada de Dominio de Reconhecimento a Carboidratos pode promover,
modificagdes na estrutura covalente do carboidrato. (LIMA et al., 2018;L1S &amp; SHARON,
1998; CAMACHO, 2007; SILVA et al., 2010; KARNCHANATAT, 2012; FREIRE et al.,
2015).

S&@o moléculas com diversas propriedades bioldgicas com grande incidéncia em plantas.
Sharon e Lis (2004) afirmam que as lectinas desempenham papéis importantes no controle da
biossintese de glicoconjugados, imunidade inata, regulacdo do crescimento e apoptose das
células e regulacdo do ciclo celular.

A presenca de lectinas em uma amostra pode ser detectada a partir de ensaios de
aglutinacdo, sendo mais comumente utilizado o de hemaglutinacdo, no qual ¢ realizado através
de uma diluicdo seriada da amostra contendo lectina e posterior incubacdo com eritrocitos; a
rede formada entre os eritrocitos constitui o fendbmeno de hemaglutinacdo. Os eritrocitos
utilizados podem ser de humanos ou de animais (CORREIA, 2018).

Diferente dos anticorpos que possuem estruturas similares, as lectinas ndo sdo uma
resposta do sistema imune e diferem entre si quanto & composi¢do aminoacidica, requerimentos
de metais, peso molecular e estrutura tridimensional (VAN DAMME et al., 1998; PAIVA et
al., 2013).
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Atualmente, sabe-se que as lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo
encontradas em animais, vegetais, bactérias, fungos e virus.

Nos vegetalis, as lectinas tém sido encontradas em cerne, folhas, flores, sementes, cascas,
raizes e rizomas (SARTIM et al., 2017). Além disso creditado pela sua diversidade estrutural,
podem ter diferentes funcBes. Possuem diversas atividades bioldgicas como atividades
miogénicas, antitumorais, antimicrobianas, dentre outras (DIAS et al., 2006; PROCOPIO et al.,
2017).

O primeiro relato relacionado aos estudos das lectinas se deu em 1888, quando Stillmark
descobriu um fator hemaglutinante em extratos da Ricinuscommunis (mamona), essa
capacidade de aglutinar eritrocitos era devido a presenca de uma proteina extraida, que foi
denominada de ricina. Mas foi somente quando Hellin em 1889 observou que o0s extratos do
feijdo Jequiriti (Abrus precatorius) conhecida popularmente como ervilha do rosario tambem
era capaz de aglutinar células sendo esta molécula chamada abrina, que os estudos sobre as
lectinas ganharam destaque, desde entdo diversas lectinas foram isoladas e caracterizadas. Mas
a primeira lectina pura foi obtida a partir do extrato de Canavalia ensiformis (Familia
Leguminosae), chamada concavalina A (Con A) (GABOR et al., 2004) (KENNEDY et al.,
1995).

2.4.1 Classificacéo

VAN DAMME em 1995 relatou que as lectinas possuem pelo menos um dominio ndo-
catalitico que se liga reversivelmente a um mono ou polissacarideo especifico, com base nessa
estrutura elas podem ser divididas em merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e
superlectinas.

As lectinas podem ser classificadas de acordo com sua estrutura, especificidade de
ligacdo ao carboidrato e dominio de reconhecimento ao carboidrato (CRD — Carbohydrate
Recognition Domain) (GODULA et al., 2018).

2.4.1.1 Estrutural

- Merolectinas

As merolectinas apresentam apenas um dominio de ligacéo a carboidrato sendo incapaz

de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células, como exemplo temos a heveina que é uma
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lectina constituida por 43 amino&cidos e é encontrada no latex seringueira (Hevea brasiliensis)
(VAN PARLIJS, etal., 1991).

- Hololectinas

As hololectinas apresentam dois dominios de ligacdo a carboidrato que podem ser
idénticos ou parecidos, como sdo di ou multivalente sdo capazes de aglutinar células e/ou
precipitar glicoconjugados. A maioria das lectinas purificadas pertencem a esse grupo, como
exemplo temos a lectina isolada das sementes de C. brasiliensis (ConBr), pertencente a subtribo
Diocleinae. (GRANGEIRO, T.B et al 1995).

- Quimerolectinas

Possuem um dominio de ligacédo a carboidratos e um dominio possui atividade catalitica
ou outra atividade bioldégica. Como exemplo temos as proteinas extraidas das sementes de
Parkia platycephala, (RIPs) tipo 1l e a PPL2 (CAVADA et al., 2006).

- Superlectinas

Possuem dois dominios de ligacdo a carboidratos diferentes. Como exemplo temos a
lectina do bulbo de tulipa que apresentam dois dominios de ligacdo, a manose e N-
acetilgalactosamina (VAN DAMME et al., 1996).
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Figura 4. Representacdo llustrativa da Estrutura de Lectinas Quanto ao Dominio de Ligacdo a Carboidrato. (A)
Merolectinas; (B) Hololectinas; (C) Superlectinas; (D) Quimeroletinas
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Fonte: SILVA, 2020.

2.4.1.2 Especificidade de Ligacao

Sé&o seis grupos: ligaduras de  glicose/manose, ligaduras  de  galactose/N-
acetilgalactosamina, ligadoras de N-acetilglicosamina, ligadoras de L- fucose, ligadoras de
acido sialico e ligadoras de glicanos complexos (PEUMANS et al., 1995; KARNCHANATAT,
2012; ITAKURA et al., 2017).

2.4.1.3 CDR

A classificacdo CDR é atribuida em funcdo da estrutura dos dominios que estabelecem
e reconhecem a ligacdo ao carboidrato. Sendo assim, as lectinas de plantas sdo classificadas em
quatro grupos: lectinas de monocotiledoneas que se ligam a carboidratos a-D-manose, lectinas
de dominio folhas-B, dominio homologo a cianovirina-N e lectinas de leguminosas, sendo este
Gltimo grupo o mais estudado (VARROT et al., 2011; JOHN et al., 2013; ITAKURA et al.,
2017).
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2.4.2 Potencial Biotecnoldgico

As lectinas de plantas desempenham diversas funcbes fisioldgicas, uma delas é a
protecdo contra agentes patogénicos externos devido a sua capacidade de aglutinar e mobilizar
esses agentes. Para desempenhar esta funcéo as lectinas estéo presentes nos locais com maior
potencial de invasdo e tem a capacidade de se ligar a varios fungos inibindo o seu crescimento
nas plantas; outra funcdo é a capacidade de interagir com células animais, 0 que pode ser visto
no contexto ecoldgico como protecao das plantas aos predadores. Quando ingeridas por insetos
e herbivoros ligam-se a receptores glicosilados ao longo do trato intestinal provocando
desconforto, repelindo assim o predador (efeito antinutricional) (SHARON &amp; LIS, 2004;
VANDENBORRE et al., 2011; ITAKURA et al., 2017).

Tabela 2. Atividades Bioldgicas e Aplicacdes das Lectinas em Diferentes Areas

Atividade / aplicacéo Eventos envolvidos

Inseticida

Modulacdo da atividade enziméatica com
consequente ruptura das microvilosidades,

interacdes entre lectina e receptores glicosilados
do trato digestivo dos insetos.

Antibacteriana
Interacdo com componentes da parede celular

bacteriana.

Antifungica
Ligacdo as hifas, resultando na diminuicdo da
absorcdo de nutrientes e interferéncia no
processo de germinacdo dos esporos.

Antiviral

Interferéncia na fase inicial do ciclo de replicacéo
do virus suprimindo o crescimento.
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Antitumoral

Reconhecimento de células tumorais e indugédo
de apoptose e necrose, estimulagdo mitogénica e
acao imunomoduladora.

Biomarcador

Marcadores de superficie celular.

Purificacdo e

caracterizacao

polissacarideos

Emprego de lectinas imobilizadas em matrizes
de  cromatograficas para  estudos de
proteoglicanos,

e Glicoconjugados

glicoproteinas ou glicolipideos.

Fonte: SILVA, 2020

2.5 Screen Fitoquimico

E uma técnica réapida realizada através de coloracdo ou precipitacdo que revela a

existéncia ou a inexisténcia de metabdlitos secundarios em um extrato (HARTMANN, 2015).

2.6 Teste Hemaglutinante

E realizado através de uma diluicdo seriada da amostra e posterior incubacdo com

eritrocitos; a rede formada entre os eritrocitos constitui o fenémeno de hemaglutinacdo. Se

a amostra for um extrato, nele pode haver além do composto de interesse metabolitos

secundarios, que por sua vez podem interferir na hemaglutinacdo dos eritrocitos durante

testes de atividade hemaglutinante.
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Figura 5- Esquema llustrativo de Ensaio de Hemaglutinacéo
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Fonte: SILVA, 2020

Partindo disso se fez interessante investigar mais a fundo as espécies da familia
Chrysobalanaceae, tendo como foco neste trabalho a espécie Licania tomentosa, utilizando as
trés partes constituintes do fruto: casca, polpa e semente, preparando extratos destas partes

individualmente.
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3.0- OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a composicdo fitoquimica e identificar a presenca de lectina no fruto e

semente da espécie Licania tomentosa (Benth.) Fritsch.

3.2 Especificos:

- Preparar extratos aquosos do fruto (casca e polpa) e semente de oiti;

- Identificar qual parte do fruto (casca ou polpa) tem uma melhor acdo hemaglutinante
especifica frente aos eritrocitos de coelho;

- ldentificar as principais classes de metabolitos secundarios presentes nos extratos do
fruto;

- Realizar a pré-purificacdo da lectina através de fracionamento proteico do extrato
obtido.
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4.0 - MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e Identificacdo do Material Biologico

As amostras do fruto Oiti para analise foram adquiridas na Universidade Federal de
Alagoas, localizada em érea urbana, na cidade de Macei6 — AL.

Para realizacdo deste trabalho, os frutos de Licania tomentosa (Benth). (Familia:
Chrysobalanaceae) foram coletados de diferentes espécimes encontrados em Maceid, Alagoas,
armazenados em sacos plasticos transparentes e conduzidos até o laboratorio de Metabolismo e
Protebmica (LAMP) onde foram higienizados, separados e armazenados. O resultante dos

tecidos separados e o pé da semente foi acondicionado no freezer a - 20°C.

4.2 Preparo do Extrato Vegetal

Para a preparacdo dos extratos brutos, o fruto foi separado em casca (49, seca a
temperatura ambiente 25°C), polpa (4g que foi mantida em refrigeracdo a 4°C) e semente
(49, que foi seca em estufa a 35°C por 24h e triturada até virar po). Cada tecido foi
misturado com o tampé&o Tris HCI 50mM pH 8.0 (20 mL) e colocado sob agitacdo por 16h

a 4 °C. Apos esse periodo o extrato foi filtrado em papel de filtro e armazenado a 4°C.

4.3 Fracionamento com Sulfato de Amonio

Os extratos brutos da casca, polpa e semente foram fracionados com sulfato de aménio
nas faixas de concentracdo de 0-20, 20-40, 40-60, 60-80%. Logo apos a adicdo de sal (sulfato
de amdnio), as amostras permaneceram em repouso por 1 hora, e em seguida foram
centrifugadas a 10.000 xg por 15 minutos a 4°C. Os precipitados obtidos de cada fracionamento

foram ressuspendidos em tampéo Tris HCI 50mM pH 8.

4.4 Dosagem de Proteina

A concentracdo de proteinas do extrato foi determinada através do método de Bradford
(1976) utilizando albumina sérica bovina como padrdo. Foi utilizado 10ul da amostra, em
seguida adicionado 790ul de agua e 20ul de Bradford, em seguida as amostras foram incubadas

por 5 minutos. A leitura foi realizada a absorbancia de 595 nm.
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4.5 Ensaios de Hemaglutinagdo

A atividade hemaglutinante (AH) do extrato e da frag&o foi determinada de acordo com
0 método descrito por Paiva e Coelho (1992). Foi realizada diluigdes seriadas com a amostra
(50ul) em NaCl 0,15M em placas de ELISA com fundo em V. Em seguida, foram adicionados
50ul de eritrocitos de coelho tratado com glutaraldeido (Bing, et al. 1967). A atividade
hemaglutinante é determinada como o inverso da maior diluicdo da amostra que é capaz de
manter a rede de hemaglutinacdo. A atividade hemaglutinante especifica foi definida como a
relagdo entre o titulo da AH e a concentracéo de proteinas (mg ml-1).

4.6 Analise Fitoquimica

Para identificar os principais compostos do extrato aquoso das partes do fruto oiti da
espécie de Licania T. Benth foi realizada analise fitoquimica utilizando a analise qualitativa
descrita por Matos (1988).

Com base na metodologia adotada foi possivel realizar a prospeccdo de compostos
fendlicos, taninos, antocianinas e antocianidinas, flavonas, flavonois, xantonas, chalconas,
auronas, flavononois, leconantocianidinas, catequinas, flavononas, esteroides, triterpenoides e
saponinas. As reac0es qualitativas sdo avaliadas por meio da mudanga de coloracdo decorrente
da presenca ou auséncia dos compostos supracitados.

As analises foram realizadas no Laboratério de Ensino de Quimica da Universidade

Estadual de Alagoas, sob orientacdo da Profa. Dra. Aldenir Feitosa dos Santos.

4.6.1 Testes Para Fenois, Taninos Pirogalicos e Taninos Flobaténicos

No tubo de ensaio adicionou-se trés gotas de solucdo alcodlica de cloreto férrico
(FeCl3), apds agitacdo se observa a ocorréncia de alteracdo colorimétrica ou formacédo de
precipitado abundante escuro. A coloracdo entre 0 azul e o vermelho € indicativa de fendis,
precipitado escuro de tonalidade azul é indicativo da presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e verde da presenca de taninos flobafénicos (taninos condensados ou catéquicos).

Para comparacdo foi realizado teste em branco utilizando apenas dgua e o cloreto férrico.
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4.6.2 Testes Para Antocianina e Antocianidina, Flavonas, Flavonois e Xantonas,

Chalconas e Auronas, Flavonondis

Para estas analises foram adicionados compostos acidos ou bésicos a fim de se
observar por meio da alteracéo de cor a presenca ou auséncia dos referidos compostos. Para
tal, foi adicionado &cido cloridrico (HCI) ou hidroxido de sddio (NaOH) para a obtencdo
da solucdo em pH pré-determinado. A variacao de cor indicou a presenca ou auséncia dos
compostos.

4.6.3 Teste Para Leucoantonocianidinas, Catequinas e Flavanonas

Foram preparadas duas solugdes, uma ajustada a pH 2 com adigdo de HCI (0,1M) e o
outra foi alcalinizada a Ph 11 pela adicdo de NaOH (0,1M). Ambas, foram aquecidas com o
auxilio de uma lamparina de alcool durante 3 minutos, onde posteriormente foi observada a

variacao de cor, indicativa da presenca ou auséncia dos compostos secundarios.

4.6.4 Testes Para Flavonodis, Flavanonas, Flavanonois e Xantonas

Foi adicionado uma fita de magnésio e 1,0 mL de HCI concentrado. Apos o término da
reacao, indicada pela efervescéncia, esta aliquota foi comparada com a aliquota acidulada do
teste anterior (4.4.3). O surgimento ou a intensificacdo de cor vermelha indica a presenca de

flavonais, flavononas, flavononois e/ou xantonas, livres ou seus heterosideos.

4.6.5 Teste Para Esteroides e Triterpenoides

O residuo seco do béquer foi ressuspendido em 2,0 mL de cloroférmio e
homogeneizado. A solucdo foi filtrada e adicionado 1ml de sulfato de sddio anidro (Na2SO4),
para um tubo de ensaio. Foi adicionado 1,0 mL de anidro acético, em seguida agitado
suavemente e adicionadas 3 gotas de acido sulfurico concentrado (H2S04). Agitado novamente
e observada a projecdo de cores indicando: coloracdo azul evanescente seguida de verde
permanente é indicativa da presenca de esteroides livres. A coloracdo parda até vermelha indica

triterpenoides pentaciclicos livres.

4.6.6 Teste Para Saponinas

O residuo insolivel em cloroférmio, separado no procedimento anterior (2.3.5), foi

ressuspendidos em 8,0 mL de &gua destilada e a solucdo filtrada para um tubo de ensaio. Agitou-
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se 0 tubo com a solugdo por 3 minutos e observou-se a formacgéo de espuma, a qual se for
persistente e abundante (colarinho) é indicativa da presenca de saponinas (heterosideos
saponinicos). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

5.0 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Fracionamento Com Sulfato de Amonio e Teste Hemaglutinante

Apos 16hrs de extragdo e etapas de fracionamento proteico em sulfato de aménio, foram
obtidos 3 (trés) extratos e 4 (quatro) fragdes para cada extrato, as quais foram submetidas ao

teste de hemaglutinacdo, onde obteve-se 0s seguintes resultados expressos na tabela 2.

Tabela 3. Potencial Hemaglutinante das Fracdes dos Extratos Brutos das Partes do
Fruto Oiti.

Extrato Fracdo Fracdo 20- Fracgdo 40- Fracéo 60-
Bruto 0-20% 40% 60% 80%
Casca 128 128 32 16 4
Polpa 32 16 8 2 2
Semente 1024 1024 1024 1024 512

Através dos dados obtidos podemos notar que o extrato bruto da semente teve uma
maior atividade hemaglutinante frente aos demais extratos. Tendo em vista que sementes sdo
tecidos gque tendem a serem ricos em lectinas, a semente do oiti tem um grande potencial em
possuir lectina com maior quantidade. A partir de sementes de Moringa oleifera foi isolada uma
lectina com acdo coagulante, que ao testada em solucGes aquosas foi capaz de reduzir a
concentracdo de ions metéalicos, sendo uma possivel substituta dos coagulantes no sistema de
tratamento de agua (FREITAS, et al.2016).

Considerando que a flora brasileira € uma grande reserva de plantas medicinais com
atividade biolégica, comumente utilizadas pelas popula¢bes nativas como infusGes ou
decoccBes, processos que envolvem aguecimento, e considerando que a resisténcia a
temperatura é fator importante na avaliagdo de potenciais aplicagdes biotecnoldgicas
(MIRANDA, etal. 2002.), foram feitos ensaios de aquecimento com o extrato bruto da semente

para averiguar possiveis alteracfes nessa atividade (Tabela 3).
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A atividade hemaglutinante do extrato ndo sofreu alteracdes frente a variagOes de
temperatura até 80°C, mostrando que a possivel lectina ndo sofreu desnaturagdo até essa
temperatura. Adicionalmente, o extrato foi ativo em temperatura encontrada no corpo humano
(37 ° C), estimulando estudos futuros para avaliar seu uso potencial para o tratamento de
doencas infecciosas humanas bem como o isolamento da lectina.

De Souza et al. (2015) avaliou a atividade e antibacteriana da lectin a de sementes de
Apuleia leiocarpa. A atividade hemaglutinante da lectina continuou presente mesmo apos
aquecimento a 100 ° C. Além disso a lectina demonstrou efeitos bacteriostaticos e bactericidas
em espécies gram-positivas e gram-negativas, sendo mais eficaz contra trés variedades de
Xanthomonas campestris. Lectinas também podem ser sensiveis a elevadas temperaturas. Em
um estudo, duas lectinas isoladas de sementes de Araucaria brasiliensis tiveram sua atividade
suprimida em 80 °C, mostrando menor resisténcia térmica do que o extrato aquoso da semente

do fruto oiti.

Tabela 4. Atividade hemaglutinante do extrato bruto da semente do fruto, em diferentes
temperaturas.

Temperatura (°C) Atividade Hemaglutinante
30 1024

50 1024

80 1024

100 128

Dosagem Proteica

Frente aos dados ja obtidos pelo teste hemaglutinante, se fez interessante quantificar a
proteina presente nos extratos brutos das partes do fruto, onde foi utilizada a curva 0,974x =y
- 0,0783, onde x é a concentracdo de proteina e y a absorbancia. Novamente foi possivel
perceber uma maior quantidade de proteina no extrato de sementes, em comparacdo com 0S
demais (Tabela 4). Sementes sdo ricas em diversos tipos de proteinas, tais como enzimas,
proteinas estruturais e de armazenamento (EDELMAN & COLT, 2016).
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Tabela 5. Quantifica¢do Proteica dos Extratos Brutos.
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y EB Proteina (mg/ml)
Casca 0,094 0,0161
Polpa 0,240 0,1660
Semente 0,295 0,2224

Screen Fitoquimico dos Extratos

Na tabela 5, sdo apresentados os resultados obtidos apontando a presenca ou auséncia

de compostos aleloquimicos nos extratos brutos aquosos dos tecidos do fruto e semente de oiti.

Tabela 6. Screen Fitoquimico das Classes de Metabdlitos Secundarios em Extratos
Etanolicos da Casca, Polpa e Semente do Fruto Oiti.

Classes de Aleloquimico Casca Polpa Semente
Fenois Ausente Ausente Ausente
Taninos pirogalicos Ausente Ausente Presente
Taninos flobafénicos Presente Presente Ausente

Antocianina e antocianidina Ausentes Ausentes Ausentes
Flavonas e xantonas Ausentes Ausentes Ausentes
Chalconas e auronas Ausentes Ausentes Ausentes
Flavononois Ausente Ausente Ausente
Leucoantocianidinas Ausente Ausente Presente
Catequinas Ausente Ausente Ausente
Flavononas Presente Presente Ausente




35

Esteroides Presente Ausente Ausente
Triterpenoides Ausente Ausente Presente
Saponinas Presente Ausente Presente
Flavonoides Ausente Ausente Presente

Os resultados obtidos com o screen indicam a presenca de taninos pirogalicos,
leucoantocianidinas, triterpenos e flavondides apenas no extrato da semente, taninos
flobafénicos e flavononas se apresentaram nos extratos da casca e da polpa, e a classe de
saponinas se fez presente nos extratos da casca e da semente. Portanto, as sementes além de
mostrarem maior conteudo proteico e maior atividade hemaglutinante, apresentaram também
maior diversidade de metabolitos secundarios.

Em um ensaio feito por Medeiros, et al. (2020), o fruto oiti se mostrou ser excelente
fonte de fibra (25,62% -41,70%), de minerais e vitaminas. E o extrato bruto etandlico ndo
apresentou lectinas ou inibidores de protease (quimotrisina e tripsina), mais 12 compostos
polifenois foram identificados nos extratos das sementes com predominio de flavondides, classe
também detectada no presente trabalho. Os 12 compostos polifendis identificados foram
flavondides (isbmero de dimero de galocatequina, galocatequina e quercetina pentosil-
hexosideo), acidos fenolicos (&cido cumarico e &cido ferulico), glicosideo (acido hidroxi-
jasmdnico-0O-hexosideo e hidroxi-di-hidroxi- glucosideo), lignano (hexosideo de lariciresinol),
diterpeno (tinospinosideo D isémero) e acido organico (&cido naftalenodicarboxilico-hexose).

Segundo Teixeira et al (2019), apos analise fitoquimica a capacidade antioxidante nao
foi correlacionada com o contetdo fendlico total da casca e da polpa do oiti. Nesse estudo, 0s
frutos foram separados em casca, polpa e semente. Amostras foram secas a 40°C e usadas para
a analise de fenodlicos totais, quantificacdo de flavondides e ensaios antioxidantes. Foram
preparados extratos etanolico e hidroetandlicos dos tecidos, apds analise concluiu-se proporcao
total de conteudo fendlico expde que os flavondides representam 55% e 41% dos compostos
fendlicos totais na casca e na polpa, respectivamente. Acido galico, catequina, rutina e
kaempferol foram quantificados na casca da fruta, acido galico e kaempferol na polpa, sendo
os flavondis os principais flavonoides. Além dos flavonodides, outros compostos também

conhecidos como polifendis ou compostos fendlicos, como proantocianidinas, elagitaninos,
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saponinas e terpenos, compostos previamente descritos por outros estudos foram encontrados
no extrato da semente (TEIXEIRA, et al. 2019).

Em nenhum dos estudos citados foi utilizado um extrato aquoso dos tecidos e da semente
do fruto oiti. Proteinas como lectinas sdo melhor extraidas em extratos aquosos, como o que foi
utilizado no presente trabalho. Sendo assim, é possivel que exista lectina nos tecidos, levando
em consideracdo os resultados obtidos. A confirmacdo da presenca de lectina ocorrera através
de ensaio de inibigcdo da atividade hemaglutinante com carboidratos livres, uma vez que o ensaio
de hemaglutinacdo pode apresentar falso positivo devido as interacbes ndo-especificas de
metabolitos secundarios com eritrécitos (COSTA et al., 2018).

Alguns dos metabolitos secundarios de origem vegetal possuem diversas aplicacdes
biotecnologicas. As saponinas sdo potentes no controle de insetos, direcionada a inibir o
crescimento e desenvolvimento. Tian, et al. (2020) descreveu a utilizacdo das saponinas
isoladas do extrato n- BUuOH de Clematis aethusifolia, na inibicdo do crescimento da praga
Plutella xylostella, conhecida como traga-das-cruciferas, onde teve atividade anti-alimentar nos
insetos.

Castro Vazquez, et al. (2016), descreveu o comportamento de flavonoides bioativos,
como antioxidantes e seus efeitos citoprotetores de cascas de toranja secas (Citrus paradisi
Macf.). Esses compostos bioativos estdo fortemente associados a propriedades terapéuticas,
incluindo efeitos antialergénicos, antiaterogénicos, ant-iinflamatérios, antimicrobianos,
anticarcinogénicos, antitrombdticos, cardioprotetores e vasodilatadores. Grande parte dessas
atividades farmacologicas de polifendis citricos sdo uma consequéncia de sua capacidade de
eliminar espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS). Os
flavondides citricos estdo envolvidos na modulacao das atividades neuronais e da saude mental,
onde possuem agao neuroprotetora.

Os taninos sdo importantes compostos bioativos usados como agentes anti-inflamatérios
e possuem potencial cicatrizante. Ambreen e Mirza (2020) utilizaram taninos condensados de
culturas de calos de folha de Achyranthes aspera L., como um creme, que demonstrou uma
melhor atividade anti-inflamatoria, em comparacdo com o creme do extrato da Ocimum
basilicum L, que se portou melhor na acéo cicatrizante de feridas.

Em resumo, os estudos com metabolitos secundarios estdo crescendo, tendo em vista
suas diversas atividades bioldgicas. Apresentam atividades antimicrobiana, antifiingica, anti
cancer, antiviral, antioxidante e anti-inflamatéria (SIMOES, 2010; COMPEAN, 2014). E

devido a isso se tornaram de grande importancia a busca por um conhecimento mais abrangente
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sobre esses compostos, onde entender seus mecanismos de acdo pode acarretar inumeras
possibilidades de estudos que se foquem na busca por solu¢des para importantes problemas que
vao da resisténcia microbiana as drogas sintéticas ao uso desordenado de pesticida que afetam
os organismos. Um leque de possibilidades se abre em relacéo a perspectivas de aplicagcdes da
possivel lectina presente no oiti, e de seus metabdlitos secundarios, sendo assim, este trabalho

é apenas o ponta pé inicial para outras demais pesquisas com o fruto oiti.
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6 CONCLUSAO

Pode-se afirmar que:

Todos os tecidos avaliados mostraram a presenca de atividade hemaglutinante e
contelido proteico, destacando-se a semente do oiti;

A atividade hemaglutinante de sementes de oiti mostrou-se resistente ao aquecimento
de até 80°C, que as tornam um interessante objeto de estudo para pesquisas relacionadas
a lectinas;

O fruto e semente do oiti possui uma grande variedade de compostos secundarios com

diversos potenciais biotecnologicos, tais como os taninos, flavonoides e saponinas.
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